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ABSTRAKT 
Projekt sa zaoberá automatickým spracovaním výsledkov 1D gélovej elektroforézy. 
Študuje základné princípy elektroforézy a druhy šumu a chýb ovplyvňujúcich výsledok. 
Navrhovaný program slúži na automatickú detekciu stĺpcov v obraze. Z čiernobielych 
digitálnych snímkov elektroforézy vytvára sumačnú projekciu na vodorovnú os. Po 
vyhladení profilu hľadá lokálne minimá pomocou derivácie projekcie. V týchto 
miestach určuje hranice medzi stĺpcami dát. 
KĽÚČOVÉ SLOVÁ 
Gélová elektroforéza, detekcia stĺpcov, úprava kontrastu, mediánový filter, lokálne 
extrémy funkcie 
ABSTRACT 
The aim of this project is an automatic analysis of 1D gel electrophoresis results. 
Basic principles of gel electrophoresis and types of errors and signal noise influencing 
the result are studied. The proposed algorithm serves for automatic detection of lanes in 
the image. Summation projection on the horizontal axis is created from black-and-white 
digital pictures of electrophoresis. Local minima of the profile are located after 
smoothing the profile. In the location of these minima borders between lanes are 
established. 
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1 ÚVOD 
Gélová elektroforéza je často používaná metóda triedenia častíc podľa ich náboju, tvaru 
a hmotnosti. Výsledky elektroforézy sa snímajú v podobe fotografii, prípadne skenujú 
a následne manuálne vyhodnocujú špecialistami. Na zrýchlenie a zjednodušenie analýzy 
výsledkov sa používajú rôzne metódy automatizácie. Cieľom tohto projektu je navrhnúť 
vlastné riešenie spracovania digitálneho obrazu gélovej elektroforézy, najmä detekcie 
stĺpcov a prispôsobenie na rôzne druhy šumu a rušenia vyskytujúcich sa pri tvorbe 
obrazu. 
Prvá časť projektu sa venuje stručnému zhrnutiu princípu elektroforézy, rôznych 
metódach a druhoch používaných gélov. Popisuje taktiež aplikáciu týchto metód, rôzne 
druhy rušenia a chýb ktoré môžu v tomto procese vzniknúť a v neposlednom rade 
možnosti automatizácie analýzy výsledkov a jej dôležitosť. 
Druhá časť sa venuje realizácii vlastnej metódy. Podrobne popisuje každý krok 
programu, od prípravy obrazu, modifikácie histogramu a filtrácie nežiadúcich vplyvov, 
cez vertikálnu projekciu obrazu, až po detekciu stĺpcov a určenie hraníc. 
 2 
2 TEORETICKÉ PODKLADY 
2.1 Elektroforéza 
Termín elektroforéza popisuje pohyb rozptýlených častíc v tekutine prostredníctvom 
vplyvu priestorovo jednotného elektrického poľa. Pohyb častíc je spôsobený 
prítomnosťou napätia medzi povrchom častice a okolitým prostredím. Tento princíp je 
základom veľkého množstva analytických techník používaných v biochémii na 
separáciu molekúl podľa ich náboja, veľkosti, alebo tendencii k tvoreniu väzieb. [1] 
Gélová elektroforéza je jednou z najčastejšie používaných techník na rozdelenie 
biomolekúl podľa ich veľkosti. Biomolekuly sa pomocou špecifických enzýmov 
rozštiepia na veľa fragmentov DNA (deoxyribonukleovej kyseliny). Tieto fragmenty sú 
následne rozptýlené na vhodnom médiu, na ktoré sa aplikuje elektrický prúd. [2] 
 
Obr. 2.1 – Elektroforéza v agarovom géle [I] 
Použité médium slúži ako matrica na zachytenie a separáciu aplikovaných molekúl. 
Vo väčšine prípadov sa používa gél pozostávajúci z krížovo prepojených polymérov. 
Gél tak tvorí pevnú sieť s množstvom pórov, cez ktoré sa častice pohybujú. Rozloženie 
polymérov a veľkosť pórov ovplyvňuje výsledok elektroforézy, preto sa volí vhodný gél 
podľa kompozície a hmotnosti analyzovaných častíc. Pri elektroforéze gél slúži ako 
antikonvekčné a triediace médium - zabraňuje teplotné prúdenie spôsobené 
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aplikovaným elektrickým prúdom a spomaľuje pohyb molekúl podľa ich veľkosti. Gél 
môže tiež slúžiť iba na zachovanie konečného výsledku a na aplikáciu farbív na 
zvýraznenie fragmentov po skončení elektroforézy. [3] 
Najčastejšie používanými druhmi gélu sú polyakrylamidový a agarózový gél. Pri 
separácii proteínov, alebo krátkych nukleových kyselín v rozsahu od 5 do 2000 kDa sa 
používa polyakrylamidový gél, pozostávajúci z rôznych koncentrácii akrylamidu 
a sieťovacích vlákien, vytvárajúce štruktúry rôznych rozmerov. Veľkosť pórov sa dá 
kontrolovať koncentráciou akrylamidu a bis-akrylamidu použitých pri výrobe. Keďže 
akrylamid je prudko toxická látka v tekutej aj tuhej forme, manipulácia s ním môže byť 
nebezpečná. Momentálne sa polyakrylamidový gél používa najmä v imunológii a na 
analýzu proteínov, často na rozdelenie izoforiem proteínu do rôznych skupín. [4] 
 
Obr. 2.2 – Vertikálna polyakrylamidová elektroforéza proteínov [II] 
Agarózový gél sa využíva na separáciu veľkých nukleových kyselín - väčších ako 
pár stoviek báz. Agarózové gély sa v porovnaní s inými médiami jednoduchšie tvoria 
a ľahšie sa s nimi pracuje, hlavne z dôvodu že ich výroba je skôr fyzikálnej ako 
chemickej povahy. Vzorky sú taktiež jednoduchšie na spracovanie. Po ukončení 
experimentu sa gél môže v plastových obaloch uložiť do chladničky. Agarózové gély 
síce nemajú jednotnú veľkosť pórov, ale sú vhodné aj na spracovanie proteínov väčších 
ako 200 kDa. Dajú sa použiť aj na separáciu DNA fragmentov od 50 do niekoľko 
miliónov báz, najväčšie z nich však vyžadujú špecializovanú aparatúru. Vzdialenosť 
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medzi DNA fragmentmi rozdielnej dĺžky, teda rozlíšenie výslednej vzorky, je daná 
obsahom agarózy v gélu, pričom vyššie percento obsahu vyžaduje dlhší čas 
experimentu, niekedy v rozsahu niekoľko dní. [5][6] 
Používané gély sa tiež delia na natívne a denaturačné. Natívne sú spracované vo 
svojom prirodzenom stave a majú tak zachovanú celú štruktúru. Fyzická veľkosť celého 
komplexu ovplyvňuje mobilitu skúmaných častíc, takže analýza vzorku prebieha na 
všetkých štyroch úrovniach biomolekulárnej štruktúry. Jediný faktor ovplyvňujúci 
sledovaný biomateriál sú látky nutné na lýzu lipidových bunkových membrán. 
Komplexy však zostávajú zachované a skladané ako normálne. Jednou nevýhodou 
natívnych gélov je však nemožnosť presne predpovedať vplyv veľkosti a tvaru 
molekuly na mobilitu fragmentov v géle, čím sa môžu komplexy oddeliť nepresne alebo 
nerovnomerne. [7] 
Denaturačné gély vplývajú na aplikované častice a rozrušujú sekundárne, terciárne 
a kvartérne štruktúry, čím ich nútia rozložiť sa do primárnej formy - lineárneho reťazca. 
Pri elektroforéze sa potom dajú skúmať parametre primárnej štruktúry, keďže mobilita 
nie je ovplyvnená vyššími štruktúrami a záleží iba na lineárnej dĺžke a pomeru 
hmotnosti častice k jej náboju. Denaturačný gél je potrebný na presné určenie 
molekulárnej hmotnosti RNA, ktoré je schopné tvoriť viac intramolekulárnych väzieb 
ako DNA, čo môže spôsobiť zmenu jej elektroforetickej mobility. Na denaturáciu 
štruktúry RNA sa najčastejšie používajú močovina, DMSO a glyoxal. [8][9] 
Po aplikácii fragmentov na vhodný gél a priložení elektrického prúdu sa začnú 
častice pohybovať gélom smerom k opačnej elektróde. Každý fragment má špecifický 
elektrický náboj a molekulárnu hmotnosť, čo spôsobí rozdielnu rýchlosť šírenia gélom – 
menšie častice s väčším nábojom sa pohybujú rýchlejšie ako ťažšie, menej nabité 
častice. Menším časticiam naviac gél kladie menší odpor a ľahšie preniknú jeho pórmi – 
tento jav sa nazýva sieving (presievanie). Po istom čase sa proces zastaví a gél sa 
zafarbí, aby bolo možné sledovať konečné pozície fragmentov. DNA sa často 
vizualizuje pomocou etídium bromidu, ktorý reaguje na DNA fragmenty fluorescenciou 
pod ultrafialovým svetlom. Proteíny sa dajú zobraziť strieborným alebo tzv. Coomassie 
Brilliant Blue farbivom. Možností je samozrejme oveľa viac, napríklad ak častice 
vykazujú radiáciu, dá sa vytvoriť autoradiogram. [10][11] 
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Obr. 2.3 – Aplikácia DNA vzoriek na agarózový gél [III] 
Výsledný produkt zobrazuje migráciu častíc v gélu. Z pôvodného miesta aplikácie 
na spodku mriežky sa vytvoria vertikálne stĺpce, každý zodpovedajúci jednej vzorke. V 
rámci stĺpcov sa tvoria horizontálne pásiky, každý príslušiaci jednému fragmentu. Ich 
hrúbka a intenzita je priamo úmerná ich koncentrácii, zatiaľ čo ich vzdialenosť od 
počiatku mriežky závisí na ich hmotnosti a veľkosti, čo sa dá využiť na triedenie do 
kategórii a porovnanie jednotlivých stĺpcov. [12] 
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2.2 Aplikácia 
Digitalizované snímky gélovej elektroforézy sa využívajú na analýzu biologických 
materiálov v širokom spektre oborov molekulárnej biológie. Napríklad porovnaním 
DNA vzorov v elektroforéze sa dá určiť vzťah medzi neznámou vzorkou a známou 
kontrolnou skupinou. Keďže tento vzor závisí aj na kondícii pacienta, dá sa použiť na 
rozlíšenie viacerých patologických stavov. [12][13] 
Výsledky 1D gélovej elektroforézy sa často podrobia podobnostnej analýze 
a následnej klasifikácii vzoriek – jedným z typických príkladov je taxonomický výzkum 
mikrobiologických organizmov. Možností aplikácie je však omnoho viac, od analýzy 
nádorových tkanív, po porovnávanie DGGE (denaturačná gradientná gélová 
elektroforéza) profilov PCR fragmentov pomocou tvorby dendrogramov. [14][15][16] 
Analýzou snímkov metódy TLC (Thin-Layer Chromatography) je možné 
charakterizovať výrazné vzory vznikajúce pri delení oligosacharidov obsiahnutých 
v ľudskom moči. Ich prítomnosť v pacientovom moči môže znamenať rôzne 
lyzozomálne patológie a separácia materiálov pomocou TLC ich pomáha  
diagnostikovať. Proces chromatografickej separácie prebieha v tenkej medzivrstve plátu 
TLC. Množstvo vylúčených oligosacharidov sa zobrazí v pruhoch v rámci každého 
stĺpca gélu, každý pruh zodpovedajúci špecifickému oligosacharidu. Každý stĺpec sa dá 
použiť buď na separáciu vzorku moču, alebo oddelenie špecifického oligosacharidu, 
ktorý potom slúži ako referenčná vzorka pre daný plát TLC. Podľa pozorovaného vzoru 
pruhov a ich relatívnych intenzít sa dá väčšinou potvrdiť patologický stav pacienta. 
Rôznorodosť komplexov obsiahnutých v ľudskom moči však robí separáciu a analýzu 
oligosacharidov pomerne náročnú. Napriek vzniku nových alternatívnych metód ktoré 
sa snažia obísť tento problém je TLC stále dôležitým a často používaným nástrojom.  
[17][18][19][20] 
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Obr. 2.4 – Thin Layer Chromatography [IV] 
 Gélová elektroforéza nukleových kyselín 2.2.1
Elektroforéza nukleových kyselín je analytická technika používaná na separáciu DNA 
a RNA fragmentov podľa ich veľkosti a reaktivity. Dvojvláknové DNA fragmenty sa 
pohybujú gélom s nepriamou úmernosťou k dekadickému logaritmu množstva páru 
bází. Tento vzťah však neplatí pri veľmi veľkých DNA fragmentoch, ktoré tak nie sú 
separovateľné štandardnou agarózovou gélovou elektroforézou a vyžadujú metódu 
PFGE (pulse field gel electrophoresis). Limitné rozlíšenie závisí na zložení gélu 
a intenzite poľa. Pohyblivosť veľkých kruhových DNA fragmentov môže byť pórmi 
gélu viac ovplyvnená ako lineárne DNA fragmenty. Na zobrazenie fragmentov sa 
zvyčajne používa DNA-špecifické fluorescenčné farbivo ako etídium bromid. [21][22] 
Analýza DNA vzoriek sa často používa v obore populačnej genetiky, zaoberajúcim 
sa určovaním pravdepodobnosti vzťahov medzi jednotlivcami a vytváraním skupín 
a kategórii na základe ich genetickej podobnosti. Skúmaním DNA je možné nájsť 
podobné genetické vzory, pomocou ktorých môžme zaradiť jednotlivca do skupiny 
s podobnými znakmi. Porovnávanie náhodného jednotlivca so skupinami prebieha 
podrobením DNA osôb z každej skupiny rovnakému procesu. Aj keď sa nedá 
garantovať že korešpondujúce pruhy z dvoch stĺpcov pri aplikácii rovnakého enzýmu 
zodpovedajú tej istej sekvencii DNA, pravdepodobnosť genetickej podobnosti je veľmi 
vysoká, najmä ak sú výsledky zhodné pri aplikácii viacerých enzýmov. [23] 
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Obr. 2.5 – Veľkostné štandardy DNA elektroforézy [V] 
 Gélová elektroforéza proteínov 2.2.2
Proteínová elektroforéza je metóda používaná na analýzu proteínov v roztoku, alebo 
extrakte. Na priebeh stačí malé množstvo látky a je veľa rôznych spôsobov jej 
spracovania. 
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfátová polyakrylamidová gélová elektroforéza) je 
skupina techník zaoberajúcich sa separáciou proteínov na základe ich elektroforetickej 
mobility v denaturovanom stave. Vo väčšine proteínov väzba SDS na polypeptidový 
reťazec spôsobuje rovnomerné rozloženie náboja na jednotku hmotnosti, čo zaručuje 
rozdelenie fragmentov podľa veľkosti počas elektroforézy. SDS taktiež spôsobuje 
denaturáciu proteínov a rozdelenie na individuálne polypeptidy. Elektroforetická 
mobilita týchto proteínov je potom daná lineárnou funkciou logaritmov ich 
molekulárnych hmotností. [24] 
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Obr. 2.6 – Výsledok SDS-PAGE [VI] 
BN-PAGE je technika používajúca farbivo Coomassie Brilliant Blue na dodanie 
potrebných nábojov proteínovým komplexom v elektroforetickej separácii. Na rozdiel 
od SDS-PAGE je to natívna metóda, teda nevyužíva denaturáciu proteínov ale skúma 
ich v prirodzenom stave. Jednou z nevýhod BN-PAGE je šanca rozpustenia komplexu 
pri viazaní proteínov, druhou je možné tlmenie chemoluminiscencie, alebo 
fluorescencie proteínov s prostetickými skupinami (napr. Chlorofyl), alebo značených 
fluorescenčnými farbivami. [25][26] 
CN-PAGE, alebo bežne označované Native PAGE, oddeľuje kyslé vodou 
rozpustné a membránové proteíny v polyakrylamidovom gradientnom géle. Nepoužíva 
žiadne farbivá s elektrickým nábojom, takže elektroforetická mobilita proteínov je, na 
rozdiel od BN-PAGE, úmerná iba ich vlastnému náboju, veľkosti a rozmerom pórov 
v géle. Rozlíšenie je často slabšie ako pri BN-PAGE, ale výhody CN-PAGE sa prejavia 
v prípadoch keď farbivo Coomasive ovplyvňuje výsledky, napríklad mikroškálová 
separačná technika pre FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) analýzu. CN-
PAGE je taktiež miernejšia metóda a vie zachovať krehké supramolekulárne väzby 
membránových proteínov, ktoré BN-PAGE metóda normálne zničí. [27] 
V medicíne sa proteínová elektroforéza používa najmä pri analýze proteínov 
v krvnom sére. Bežne sa rozlišujú dva druhy krvných proteínov: albumín a globulín. 
Molekula albumínu je výrazne menšia a slabo negatívne nabitá, čo je zreteľne viditeľné 
v elektroforetickom géle. Malý pruh pred albumínom reprezentuje prealbumín. Isté 
liečivá, alebo telesné chemikálie tvoria vlastné pruhy, často malé a nevýrazné. 
Abnormálne pruhy a špičky sú často súčasťou rôznych porúch a dajú sa použiť na ich 
diagnostiku. Určovanie proteínov, hormónov a enzýmov v plazme, niektoré z nich 
pomocou elektroforézy, dnes patrí medzi štandardné medicínske postupy, avšak gélová 
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elektroforéza zostáva stále prevažne výzkumným nástrojom. 
 
Obr. 2.7 – Analýza krvných proteínov [VII] 
  
 11 
2.3 Spracovanie výsledkov 
 Chyby spracovania a šum ovplyvňujúce výsledok 2.3.1
Po ukončení procesu elektroforézy nasleduje vyhodnotenie výsledkov. Stĺpce sa triedia 
na kategórie podľa rozloženia pruhov a z jednotlivých pruhov sa podľa hrúbky 
a intenzity dá zistiť koncentrácia. Výsledok je však často ovplyvnený rôznymi faktormi. 
Bez použitia automatického programu musí špecialista manuálne vyhodnotiť každú 
snímku, čo je samozrejme veľmi monotónna činnosť ktorá môže spôsobiť veľa chýb 
z nepozornosti, nedá sa vylúčiť subjektívnosť pri posudzovaní podobnosti a priveľmi 
záleží na osobnej skúsenosti špecialistu. [28][29] 
Okrem chyby ľudského faktoru sa vyskytujú rôzne technické chyby. Jednou z nich 
je kontaminácia vzorky – nedokonalosť v zložení, alebo aj chyba pri nanášaní. Môže 
ovplyvniť iba jednotlivé fragmenty alebo celú vzorku. Chyba pri nanášaní gélu, alebo 
nastavení elektroforézy spôsobuje väčšinu problémov a šumu. [30] 
Častým druhom rušenia je tzv. smile-effect, pri ktorom sa konce stĺpcov vychyľujú 
horizontálne do jednej strany vzhľadom na ich stred. Stĺpce naviac nemusia byť 
ovplyvnené rovnomerne. Smile-effect môže byť spôsobený prehrievaním gélu, alebo 
príliš veľkým aplikovaným napätím. Pri manuálnom vyhodnocovaní nespôsobuje tak 
výrazné problémy, keďže človek si ťažko pomýli stĺpce, aj keď sú zakrivené, aj keď 
porovnávanie s nepoškodenými stĺpcami môže byť menej spoľahlivé. Najväčšie 
problémy však vznikajú pri automatickom vyhodnocovaní dát, ktoré často spolieha na 
linearitu a pravidelnosť mriežky. V niektorých prípadoch sa vyskytujú chýbajúce stĺpce, 
čo nie je chyba spracovania alebo nanášania vzoriek, ale software na automatickú 
detekciu s tým musí počítať. [31][32] 
 
 
Obr. 2.8 – vľavo smile effect [VIII], vpravo chýbajúci stĺpec [XI] 
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Tak ako všetky digitálne obrazy, snímky gélovej elektroforézy môžu byť 
ovplyvnené slabým kontrastom, alebo šumom vznikajúcim pri tvorbe snímok, či 
skenovaní výsledkov. Najčastejšími druhmi šumu sú gaussovský a impulzný šum. 
Gaussovský šum vzniká pri slabom osvetlení, vysokej teplote, alebo počas prenosu. 
Ovplyvňuje všetky pixely nezávisle a jeho hustota má gaussovské rozloženie, z čoho 
pochádza názov. Impulzný šum, alebo tzv. salt and pepper sú náhodne sa tvoriace biele 
alebo čierne pixely. Vzniká pri analógovo-digitálnej konverzii, chybách pri prenose 
a pod. Pri manuálnom spracovaní nespôsobia výrazné problémy, ale pri digitálnom 
môžu skresliť výsledok a prispieť k chybnej detekcii. Slabý kontrast spôsobuje 
problémy pri vyhodnocovaní intenzity pruhov a komplikuje jednoznačné rozlíšenie 
slabých pruhov blízko pri sebe.  [33][34] 
  
  
Obr. 2.9 – hore: Gaussovský a impulzný šum [IX], dole:šum vo vzorkách elektroforézy [XIII] 
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 Možnosti automatizácie a jej význam 2.3.2
Manuálne spracovanie všetkých vzoriek je zdĺhavé a výsledky sú náchylné na chyby 
z nepozornosti. V laboratóriach, ktoré spracovávajú veľké množstvá vzoriek, sú 
možnosti digitálneho spracovania nenahraditeľnou pomôckou. Vďaka tomu že pri 
dokumentovaní výstupov stačia čiernobiele fotografie a  pravidelnosti stĺpcov sú tieto 
dáta pomerne jednoduché na spracovanie. Digitálnym spracovaním výsledkov sa dá 
lepšie zhodnotiť hrúbka pruhov a delenie vzoriek do kategórii na základe ich podobnosti 
ako pri manuálnom spracovaní. Najväčšou výhodou je samozrejme automatizácia 
monotónnej činnosti špecialistu, ktorý sa tak môže venovať dôležitejšej činnosti. 
Náročnosť výpočtov a rýchlosť spracovania dát je dnes dostatočne malá na masovú 
aplikáciu. 
Výraznou nevýhodou automatizácie je náchylnosť programov na chyby v obraze 
ktoré normálne nespôsobujú problémy pri manuálnom spracovaní. Väčšina metód 
pracuje s profilom intenzity pixelov, ktorý je náchylný na šum, ale najmä na deformáciu 
stĺpcov. Presná detekcia hraníc stĺpcov v obraze je preto najčastejšou prekážkou pri 
digitálnom spracovaní elektroforézy. Potlačenie alebo odstránenie týchto škodlivých 
vplyvov sa dosahuje použitím rôznych komerčných softwarových produktov. Ich 
nevýhoda spočíva v sústredení sa na špecifickú aplikáciu a spoliehanie sa na množstvo 
faktorov ktoré nie sú jednotné v každej elektroforetickej metóde. Niektoré algoritmy sa 
napríklad spoliehajú na pravidelné usporiadanie stĺpcov, alebo ich presný počet 
v mriežke a vynechanie stĺpca, či aplikácia pri inej mriežke spôsobuje chyby.  
[31][35][36] 
Možným kompromisom medzi čisto manuálnym a digitálnym spracovaním je 
semiautomatizácia. Ak používateľ vyznačí hranice stĺpcov, prípadne skontroluje 
a opraví chybne detekované hranice, množstvo problémov spojených s potlačovaním 
rušenia a prispôsobovaním sa deformovaným stĺpcom sa vyrieši. Zároveň sa zachovajú 
výhody digitálneho spracovania pri vyhodnocovaní pruhov a triedení na základe 
podobnosti. Monotónnosť a čas spracovania dát sa tak zlepší, avšak stále zostane 
potreba ľudskej kontroly čo zaberie nezanedbateľné množstvo času. Časť procesu 
prebieha dva krát – vykonávaná programom a zároveň kontrolovaná človekom – čo sa 
zdá ako zbytočné plytvanie, avšak z hľadiska dôveryhodnosti výsledkov je preto semi-
automatizácia pravdepodobne najkvalitnejšia. Pre jednotlivé experimenty, alebo 
spracovanie malých objemov dát je to zrejme najvhodnejší prístup, ale pri pravidelnej 
kontrole veľkých množstiev snímok je to stále nedostatočné zlepšenie. [37][38] 
Cieľom automatizácie je teda obmedziť vplyv rušenia a zlepšiť kvalitu výsledkov, 
minimalizovať, až úplne odstrániť množstvo nesprávne detekovaných dát a poskytnúť 
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čo najviac informácii o charaktere fragmentov a ich príslušnosti ku známym skupinám, 
pri čo najmenšej závislosti na špecifickej metóde elektroforézy. 
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3 REALIZÁCIA VLASTNEJ METÓDY 
3.1 Štruktúra 
Cieľom metódy je automaticky určiť hranice medzi stĺpcami v obraze gélovej 
elektroforézy, s ohľadom na možné chyby ako šum, horizontálny posun stĺpcov, či 
prázdne úseky. Očakávaný vstupný obraz je šedotónový, s tmavým pozadím a bielymi 
pruhmi (ďalej dáta). Metóda je inak štruktúrovaná obecne, nepotrebuje vedieť počet, 
alebo šírku stĺpcov, či podobné údaje. 
Úspešná detekcia závisí na presnom odhade priemernej šírky stĺpca, preto je prvým 
krokom výber oblasti s najvyššou koncentráciou dát (ďalej hlavný segment). Vychádza 
sa z predpokladu, že táto oblasť obsahuje dáta v každom stĺpci a detekcia hraníc tu bude 
najúspešnejšia. Ako bude spomenuté ďalej, detekcia hraníc závisí najmä na správnom 
nastavení okna mediánového filtru. Avšak rôzne obrazy majú rozdielne rozlíšenie, tým 
pádom šírku stĺpcov v pixeloch a konštantné, univerzálne nastavenie okna nie je 
vhodným riešením. Detekcia pre vybranú oblasť sa preto opakuje s rozlišnými 
nastaveniami a vyberie sa najlepšie nastavenie – pri ktorom je rozostup hraníc 
najpravidelnejší. 
Po určení správneho nastavenia detekcie sa pristúpi k samotnej detekcii celého 
obrazu. Ten je rozdelený na viacero segmentov, z dôvodu potlačenia vplyvu „smile 
effectu‟ – horizontálny posun stĺpcov v rámci jedného segmentu bude nepatrný 
a neovplyvní detekciu. Proces detekcie spočíva z úpravy kontrastu na potlačenie 
pozadia, vertikálnej sumácie, čím vznikne profil intenzity na ktorom sa detekujú 
hranice, mediánovej filtrácie na vyhladenie tohto profilu, s nastavením okna podľa 
výsledkov z predošlého kroku, a konečne detekcie lokálnych miním, teda hraníc medzi 
stĺpcami. 
Nasleduje kontrola každého setu hraníc – odstraňujú sa falošné detekcie a dopĺňajú 
chýbajúce, nedetekované hodnoty, segmenty sa vzájomne zarovnávajú. Hodnoty medzi 
segmentami sa doplnia lineárnou interpoláciou a vznikne finálny set hraníc pre každý 
stĺpec. Posledným krokom je extrakcia dát z pôvodného obrazu. 
 16 
0 5 10
x 10
4
0
50
100
150
200
250
3.2 Výber hlavnej oblasti 
Za predpokladu že segmenty s najvyššou intenzitou majú najlepšie zastúpenie stĺpcov, 
detekcia v týchto segmentoch bude najpresnejšia a dá sa použiť na určenie parametrov 
pre detekciu nasledujúcich segmentov. Mnoho snímkov elektroforézy má 
najintenzívnejšie segmenty v oblasti aplikácie vzorku, kde sa chyby ako slabý kontrast 
a distorcia stĺpcov prejavuje najmenej. 
Najintenzívnejší segment sa nájde jednoduchou horizontálnou sumáciou intenzity 
pixelov. Hodnota intenzity celého segmentu sa uloží na porovnanie s príliš tmavými 
segmentami, v ktorých sa potom manuálne potlačí pozadie. V oblasti najvyššej intenzity 
sa definuje segment ktorý prechádza rovnakými blokmi úpravy kontrastu a detekcie ako 
iné segmenty. Rozdiel nastáva v tom, že filtrácia a detekcia hraníc sa opakuje s rôznymi 
nastaveniami filtru a každý výsledok sa vyhodnotí (viac v kapitole  3.3.5). 
 
  
Obrázok 3.1 – lokalizácia najsvetlejšieho segmentu [XIV] 
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3.3 Detekcia hraníc 
Blok detekcie hraníc pozostáva zo štyroch častí: 
1. Úprava kontrastu na potlačenie vplyvu pozadia 
2. Vytvorenie vertikálneho profilu na ktorom sa detekujú hranice 
3. Mediánová filtrácia na vyhladenie profilu 
4. Detekcia lokálnych extrémov a určenie hraníc 
Rozdiel medzi hlavným segmentom a ostatnými je v opakovaní krokov 2-4 
s rozdielnym nastavením filtru. Úprava kontrastu prebieha pre každý segment zvlášť, 
miesto úpravy celého obrazu naraz, z dôvodu veľkých rozdielov v intenzite segmentov 
– svetlé segmenty s bohatým zastúpením dát väčšinou nepotrebujú tak výraznú úpravu 
kontrastu ako tmavé segmenty. Nasledujúce kapitoly 3.3.1-3.3.4 približujú funkciu 
jednotlivých krokov bloku detekcie. 
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 Histogram a úprava kontrastu 3.3.1
Úprava kontrastu je jedným z prípravných krokov na spracovanie obrazu. Slabý 
kontrast v snímke zhoršuje rozlišovanie medzi pruhmi so slabou intenzitou a medzi 
pruhmi blízko od seba. Slabý kontrast ovplyvňuje všetky pixely rovnomerne, preto je 
vhodné vykonať tento krok hneď na začiatku a predísť tým možným chybám v ďalších 
blokoch. V ideálnom prípade je pozadie dokonale čierne, zatiaľ čo pruhy sú dokonale 
biele (prípadne naopak, väčšina snímok sa drží tohto vzoru, ale sú aj biele snímky 
s čiernymi pruhmi).  
Prvým krokom je vykreslenie histogramu. Pixely v čiernobielom obrázku sú 
vyjadrené intenzitou šedej farby v škále od 0, odpovedajúcej čiernej farbe, po 255, 
príslušiacej bielej. Histogram zobrazuje zastúpenie týchto hodnôt v obraze. Tvorí sa 
jednoduchým cyklom, ktorý pre každú hodnotu intenzity prechádza obrázok a na 
príslušné miesto vektora (1-256) zapíše počet pixelov danej intenzity. Vykreslením 
tohto vektora vznikne nasledujúci histogram: 
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Obr. 3.2 Histogram pôvodného obrazu 
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Nasleduje určenie užitočnej oblasti dát histogramu. Správna voľba hraníc je 
dôležitá, pretože chybná detekcia užitočnej oblasti môže odrezať dôležité informácie. 
Ako dolná hranica sa určí intenzita pozadia – peak v prvej polovici obrazu. Často je to 
najväčšia hodnota celého histogramu, ale pre niektoré obrazy to môže byť aj intenzita 
pruhov. V tých prípadoch je však maximum intenzity okolo 200-250, takže dolná 
hranica sa detekuje ako maximum prvej polovice histogramu. Horná hranica sa nastaví 
ako najvyššia prítomná intenzita (napr. v obraze 2.1 dosahujú intenzity hodnoty cca od 
95 do 215). Vysoké intenzity sú často veľmi málo zastúpené, ale nastavenie hornej 
hranice napr. na priemer, alebo medián (povedzme na 150 v obraze 2.1) by síce zlepšilo 
rozdiel medzi väčšinou dát a v týchto miestach zlepšilo detekciu, ale susedné výrazné 
pruhy by sa zliali dokopy a boli by detekované ako jeden extrémne široký stĺpec. 
Nastavením hornej hranice na najvyššiu prítomnú intenzitu, a tiež tým, že úprava 
kontrastu prebieha pre každý segment zvlášť, sa zlepší rozdiel v segmentoch s prevažne 
slabými dátami, kde najvyššie hodnoty intenzity sú okolo 150-180, zatiaľ čo intenzívne 
segmenty nestratia  jemné rozdiely medzi pruhmi. 
Pixely s intenzitou nad hornou hranicou sa prepíšu na 255, pixely pod dolnou 
hranicou sa prepíšu na 0. Užitočné dáta obsiahnuté medzi týmito hranicami sa následne 
lineárne roztiahnu na celú škálu intenzity. Na histograme po transformácii je vidno že 
hodnoty intenzity zahŕňajú celú škálu a rozdiely medzi nimi sú jasnejšie viditeľné. 
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Obr. 3.3 – Histogram po transformácii 
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Obrázok 3.4 – Vertikálny profil (viď 3.2.2) pred a po úprave kontrastu 
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 Vertikálny profil 3.3.2
Na zistenie rozloženia stĺpcov sa vytvorí vertikálny profil. Sumáciou hodnôt intenzity 
pixelov v každom stĺpci obrazu vznikne funkcia zobrazujúca svetlé pruhy ako vrcholy 
a tmavé pozadie medzi nimi ako „doliny‟, alebo lokálne minimá. Inou možnosťou je 
vytvoriť projekciu obrazu na základe maximálnych hodnôt, ale vertikálna sumácia 
lepšie zobrazuje rozdiely medzi susednými pruhmi o podobnej intenzite. [39]  
Obr. 3.5 – Vertikálny profil (hore) pôvodného obrazu (dole) [XI] 
Pozícia na horizontálnej osi 
Su
m
a 
in
te
n
zi
ty
 
 22 
 Mediánový filter 3.3.3
Pred detekciou hraníc medzi stĺpcami je potrebný ešte jeden krok – vyhladenie 
vertikálneho profilu. Rôzne nedokonalosti môžu spôsobiť, že v rámci jedného stĺpca sa 
vyskytne viacero lokálnych maxím a miním. Aplikovaním mediánového filtra sa tieto 
odchýľky vyhladia a predíde sa chybám pri detekcii. 
Mediánový filter prechádza vertikálny profil a pre každý bod vezme hodnoty 
v jeho blízkosti, dané šírkou okna. Hodnoty v okne sa zoradia podľa veľkosti a na 
miesto pôvodného bodu sa zapíše stredná hodnota. Úspešnosť použitia mediánového 
filtru závisí na nastavení tohoto okna – malé okno nevyhladí profil dostatočne, zatiaľ čo 
príliš veľké okno spôsobí skreslenie, napríklad spojenie niektorých susedných stĺpcov. 
Na obraze 3.6 môžme vidieť rozdiel v použití rôznych veľkostí okna. 
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Obr. 3.6 – A) pôvodný profil, B) slabá filtrácia, C) ideál, D) silná filtrácia 
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Pri detekcii hlavnej oblasti sa veľkosť okna mení od 4-15 pixelov na každú stranu 
od vybraného bodu, takže výsledné okno tvorí celkovo 9-31 pixelov. Po určení 
najlepšieho výsledku (viac v kapitole 3.3.5) sa dané okno použije pri všetkých 
detekciách v segmentoch obrazu. Tento rozsah bol určený experimentálne aby program 
dosahoval obecne najlepšie výsledky na všetkých testovaných obrazoch, v pár 
prípadoch je však potrebné rozsah nastaviť manuálne, keďže niektoré obrazy sa 
absolútne vymykajú norme.  
V prípade tmavých segmentov (s intenzitou pod 1/3 hlavného segmentu) sú 
rozdiely medzi pozadím a dátami aj napriek zlepšeniu kontrastu nevýrazné a mediánová 
filtrácia to iba zhorší. Určí sa preto hranica – medián celého profilu – a hodnoty pod 
hranicou sa potlačia na nulu. Pre svetlejšie segmenty by to nebolo možné, lebo občasné 
tmavé stĺpce by sa tak celé potlačili.  
Po ideálnej filtrácii bude v rámci každého stĺpca iba jedno maximum (prípadne 
viacero susediacich bodov rovnakej hodnoty) a medzi dvoma stĺpcami práve jedno 
minimum. Mediánovou filtráciou sa síce stráca časť dát, ale modifikovaný je vertikálny 
profil a nie pôvodný obraz. Vertikálny profil slúži iba na určenie hraníc medzi stĺpcami, 
takže pri analyzovaní pruhov zostane pôvodný obraz nezmenený. 
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Obr. 3.7 – Vertikálny profil pred a po filtrácii 
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 Detekcia lokálnych miním 3.3.4
Identifikácia hraníc medzi stĺpcami prebieha pomocou detekcie lokálnych miním vo 
vertikálnom profile. Po odstránení nepotrebného pozadia ostanú vo vertikálnom profile 
iba vrcholy zobrazujúce pozície stĺpcov v obrázku. Deriváciou vertikálneho profilu sa 
dajú nájsť body v ktorých sa nachádzajú lokálne minimá medzi dvoma vrcholmi – 
miesta hraníc medzi stĺpcami. 
Do tohto bloku vstupuje vektor obsahujúci vertikálny profil. Prvým krokom je 
vytvorenie druhého vektora, ktorý je deriváciou vertikálneho profilu. Tam, kde je 
kladný, vertikálny profil stúpa, kde je záporný klesá a nulové hodnoty vyjadrujú rovinu. 
Algoritmus následne prechádza tento vektor derivácie a hľadá lokálne minimá na 
miestach kde: 
A) vertikálny profil v jednom bode klesá a v ďalšom stúpa, teda derivácia sa zo 
zápornej zmení na kladnú. 
B) derivácia sa rovná nule – vertikálny profil nadobudol lokálny extrém. Môže to 
však byť aj vrchol stĺpca, alebo falošný extrém – krátka rovina v strede stĺpca, 
preto sa uložia iba miesta, kde extrém začína klesaním a končí stúpaním. 
Hranica sa zapíše ako priemer týchto dvoch bodov, v prípade že ich 
vzdialenosť nie je väčšia ako 70% priemernej šírky stĺpca.  
Pozície nájdených hraníc sa ukladajú do nového vektora, ktorý po vykreslení spolu 
s vertikálnym profilom zobrazuje pozície hraníc medzi stĺpcami: 
 Obr. 3.8 – Detekcia hraníc medzi stĺpcami na vertikálnom profile 
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 Vyhodnotenie hlavného segmentu 3.3.5
Po detekcii hraníc v hlavnom segmente je možné vyhodnotiť pravidelnosť výsledkov 
a určiť vhodné okno filtru pre zvyšné segmenty. Predpokladá sa, že hlavný segment má 
najlepšie zastúpenie dát v každom stĺpci a pri ideálnom nastavení filtru budú hranice 
rovnomerne rozložené, teda rozptyl dát bude najmenší. 
Výstupný vektor predošlého bloku obsahuje pozície hraníc na horizontálnej osi – 
jeho deriváciou vznikne vektor vzdialeností medzi hranicami, teda šírky stĺpcov. Z tohto 
vektora sa určí rozptyl s miernou úpravou nasledujúceho vzorca: 
√∑       ̅ 
  
   
 
                    ( 1 ) 
kde   = vektor vzdialeností medzi hranicami, 
  = počet prvkov  , 
 ̅ = priemer  . 
 
S tým rozdielom, že miesto odchýlky od priemernej hodnoty sa počíta odchýlka od 
mediánovej hodnoty. Cieľom je vyhodnotiť rozptyl od skutočnej šírky stĺpca, ktorú 
lepšie vyjadruje medián, keďže nie je ovplyvnený extrémnymi chybami tak ako 
priemer. Výsledná rovnica teda vyzerá nasledovne: 
√∑       ̃ 
  
   
 
                    ( 2 ) 
kde  ̃ = medián  . 
Pre výsledok s najmenším rozptylom sa uloží veľkosť okna pre detekciu ďalších 
segmentov, hodnota  ̃ ako referenčná šírka stĺpca používaná v celom programe a vektor 
s detekovanými hranicami pre zarovnávanie segmentov. 
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 Zarovnanie a interpolácia 3.3.6
Po úspešnej detekcii hraníc všetkých segmentov nasleduje úprava vektorov a vzájomné 
zarovnávanie, interpolácia a finálna extrakcia stĺpcov z pôvodného obrazu. 
Prvá časť – úprava vektorov s pozíciou hraníc – slúži na opravu možných chýb 
v detekcii. Pozostáva z piatich krokov: 
1. Určenie referenčného vektora. Ako prvý referenčný vektor, považovaný za 
vzorovú detekciu, sa použije hlavný segment. Ďalšie zarovnávanie pokračuje od 
hlavného segmentu k obom koncom obrazu, ako referenčný sa používa vždy predošlý 
segment. 
2. Doplnenie chýbajúcich stĺpcov. Deriváciou vektora s hranicami sa zistia 
vzdialenosti medzi hranicami, teda šírky stĺpcov. V prípade že niektorý stĺpec je 
detekovaný ako extrémne široký – nad 3,4 násobok priemernej šírky stĺpca, čo 
zodpovedá trom chýbajúcim stĺpcom – vektor sa zarovná s referenčným, z ktorého sa 
doplnia chýbajúce hodnoty. Použitie hodnôt z predošlého segmentu nie je ideálne, 
stráca sa tým význam delenia obrazu na segmenty a pri smile-effecte to môže viesť 
k ďalším chybám, tento krok sa preto aplikuje iba na extrémne široké medzery. 
V prípade jedného alebo dvoch chýbajúcich stĺpcov sa aplikuje krok 4.  
 
 
Obrázok 3.9 – doplnenie extrémne širokej medzery [XI] 
3. Odstránenie zle detekovaných hraníc. Pomocou derivovaného vektora hraníc 
(derivácia sa vždy po úprave pôvodného vektora prepočítava) sa hľadajú príliš úzke 
stĺpce – pod 0,7 násobok priemernej šírky stĺpca. V prípade že predošlý, alebo 
nasledujúci stĺpec je naopak širší ako by mal – nad 1,2 násobok priemernej šírky stĺpca 
– sa jedná iba o posunutú hranicu, čo sa opraví nahradením tejto hranice priemerom jej 
susedných hraníc. Ak je však susedný stĺpec tiež detekovaný ako príliš úzky, ide 
o hranicu detekovanú navyše, ktorú treba zmazať.  
 
Obrázok 3.10 – odstránenie falošne pozitívnych detekcii [XI] 
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4. Doplnenie chýbajúcich hraníc. Rovnako ako v druhom kroku sa hľadajú široké 
stĺpce, chýbajúce hodnoty sa však nedopĺňajú z referenčného vektora, ale interpoláciou 
medzi susednými hranicami – zachová sa tak rozostup stĺpcov pri horizontálnom drifte 
stĺpcov medzi segmentami. Kritéria dopĺňania hraníc sú nasledujúce: v prípade že šírka 
detekovaného stĺpca je 1,6-2,4 násobok priemernej šírky, doplní sa jedna hranica, ak je 
to 2,4-3,4 násobok, doplnia sa dve hranice. 
 
Obrázok 3.11 – doplnenie chýbajúcich stĺpcov interpoláciou zo susedných hodnôt [XI] 
5. Zarovnanie s referenčným vektorom. Pre nasledujúcu časť je dôležité aby boli 
vektory hraníc zo všetkých segmentov rovnakej dĺžky a hranice stĺpcov na rovnakých 
miestach. Aby sa predišlo možným nesúladom ktoré sa predošlými krokmi nepodarilo 
odstrániť, alebo počas nich vznikli, vektory sú vzájomne zarovnané, začínajúc 
segmentmi najbližšie k hlavnému a pokračujúc ku krajom obrazu. Zistené odchýlky sa 
upravujú podľa referenčného segmentu (najprv hlavný, potom predošlý, už zarovnaný 
segment). 
Druhou časťou je interpolácia. Vektory hraníc pre každý segment vyjadrujú 
priemernú pozíciu hraníc stĺpcov pre daný segment – ak je definovaných 6 segmentov, 
každý stĺpec obrazu je popísaný šiestimi bodmi. Hodnoty medzi týmito bodmi sa 
doplnia lineárnou interpoláciou. Výsledkom je matica s počtom riadkov odpovedajúca 
vertikálnym počtom pixelov pôvodného obrazu a počtom stĺpcov hraniciam medzi 
stĺpcami. 
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Obr. 3.12 – Pôvodný obraz s detekovanými hranicami v segmentoch (zelená)  
a interpolovanými hranicami (červená) [XI] 
Posledným krokom celého programu je extrakcia stĺpcov z pôvodného obrazu. Pre 
každý stĺpec sa z pôvodného obrazu vyberú pixely medzi dvoma detekovanými 
hranicami tohto stĺpcu. Z tohto vystrihnutého stĺpca sa pre každý riadok spočíta 
mediánová hodnota. Tá sa vo výslednom obraze vykreslí ako riadok s konštantnou 
šírkou. Vznikne tak prehľadnejšia interpretácia vstupného obrazu, s rovnako širokými 
stĺpcami a hodnotami intenzity v horizontálnej rovine prehľadnejšími, zatiaľ čo vo 
vertikálnej – pre analýzu výsledkov dôležitej – nezmenené.  
 
Obr. 3.13 - Výsledné mediánové hodnoty stĺpcov 
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4 VÝSLEDKY  
Program bol testovaný na desiatich obrazoch elektroforézy. Prezentované sú pôvodné 
obrazy s detekovanými hranicami v segmentoch vyznačenými zelenou farbou 
a interpolovanými hodnotami červenou. Za pôvodným obrazom nasleduje výsledný 
obraz s mediánovou hodnotou pruhov.  
 
 
Obr. 4.1 - [X] 
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Obr. 4.2 – [XII] 
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Obr. 4.3 – [XIV] 
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Obr. 4.4 – [XV] 
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Obr. 4.5 – [XVI] 
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Obr. 4.6 – [XI] 
Detekcia v týchto obrazoch je bezproblémová. Stĺpce si držia približne rovnakú šírku 
a nemenia pozíciu, kontrast je po úprave  dostatočne kvalitný a blok zarovnania úspešne 
odstraňuje a dopĺňa chyby v detekcii. Je vidno malé odchýlky, najmä v častiach kde 
stĺpec susedí s prázdnou tmavou plochou. Tieto chyby sú spôsobené miernym 
roztiahutím základne stĺpca pri filtrácii ak susedí s prázdnou plochou. Na výsledku sa to 
však neprejaví, keďže výsledný obraz používa medián celého riadku.   
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Obr. 4.7 – [XIII] 
V tomto prípade je zdrojom problémov slabý kontrast a veľmi silný šum v obraze. 
Detekcia oblasti s dostatočnou hustotou dát je v poriadku, chyby nastávajú v oblastiach 
veľkých prázdnych plôch. Lepší výsledok by sa dal dosiahnuť znížením počtu 
segmentov, keďže stĺpce sú dostatočne rovnobežné.   
 37 
 
Detekcia a všetky ostatné bloky pracujú v poriadku, keďže hlavný segment je v strede 
obrazu, problémom je text v prvom segmente. Vyššia intenzita textu by mohla spôsobiť 
detekciu hlavného segmentu v časti s textom, čo by spôsobilo oveľa výraznejšie chyby. 
Vo výsledku sa prejavia iba chýbajúce dáta v hornej časti posledného stĺpca a zopár 
falošných pruhov tvorených textom. Keďže tento obraz bol už spracovaný a popísaný, 
dá sa predpokladať že v reálnej praxi nebude takýto obraz vstupom do programu. Táto 
vzorka preto nie je zahrnutá do štatistiky a je uvedená iba ako príklad vplyvu textu.  
Obr. 4.8 – [XVIII] 
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Obr. 4.9 – [XVII] 
Táto snímka je napriek skvelému kontrastu a rovnosti stĺpcov problematická jedine 
z dôvodu vysokého rozlíšenia. Veľkosť obrazu je rovnako veľká ako u predošlých, 
zatiaľ čo obsahuje výrazne menej stĺpcov. Priemerná šírka stĺpca tak dosahuje oveľa 
väčších hodnôt a mediánový filter musí byť nastavený na výrazne vyššie okno ako 
predpokladá obecné nastavenie programu. Hore vidíme detekciu pri základnom 
nastavení okna 4-15 pixelov, v strede výsledok pri nastavení 40-50 pixelov. Dole 
očakávaný výsledok, nerovnosť čiar sa na ňom neprejaví. 
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Obr. 4.10 – [XIX] 
Problémom tohto obrazu nie je rozlíšenie, alebo šírka stĺpcov, ale premenlivý kontrast 
v rámci medzi svetlými krajmi stĺpca a jeho stredom. Výsledkom sú vidlicovité útvary 
viditeľné na neupravenom profile vľavo dole. Na zahladenie takého stĺpca je potrebný 
veľmi silný filter, ktorý však zahladí medzery medzi stĺpcami skôr ako vrchol stĺpca. 
Vpravo dole je najlepší profil po filtrácii, kde sú však stále viditeľné výrazné lokálne 
minimá v strede stĺpcov, zatiaľ čo hranice medzi nimi sa takmer strácajú. Ďalšie chyby 
vo výsledku ako spájanie hraníc s nesprávnou časťou segmentu vyplývajú zo zlej 
detekcie hraníc, chybného určenia šírky stĺpca, čo znemožňuje správnu funkciu blokov 
zarovnania a interpolácie. 
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5 DISKUSIA 
Blok detekcie hraníc funguje spoľahlivo, ak je nastavené správne okno filtra. Úprava 
kontrastu výrazne pomáha najmä pri dátach so slabou intenzitou, ktoré by bez 
potlačenia pozadia boli vyhladené filtrom. Samotná filtrácia je veľmi závislá na 
nastavení, v niektorých obrazoch jeden bod v šírke okna rozhodoval o celom výsledku. 
Univerzálne nastavenie je však nemožné, obrazy majú veľkú variabilitu rozlíšenia, šírky 
stĺpcov a úrovne zašumenia. V záujme zachovania plnej automatizácie je tak nastavenie 
filtra závislé na výsledkoch v hlavnom segmente. Vypustiť filtráciu je tiež nemožné, 
počet falošných detekcii by bol nezvládateľný.  
Detekcia lokálnych miním prebieha bezproblémovo. Prípadné chyby sú často 
spôsobené slabým vyhladením profilu, alebo interferenciou pozadia, nie sú však tak 
časté, že by ich nasledujúce bloky neodstránili. Predošlé práce [40][41] navrhujú 
detekciu stĺpcov pomocou lokalizácie vrcholov, teda lokálnych maxím. Následne na 
základe priemernej šírky stĺpca odhadujú hranice stĺpcov na obidve strany od vrcholu. 
Princíp je pritom rovnaký ako pri detekcii lokálnym miním, zatiaľ čo lokálne maximum 
nemusí presne zodpovedať stredu stĺpca, presné určenie priemernej šírky je taktiež 
nedokonalé. Z toho dôvodu sa v tomto projekte používa detekcia lokálnych miním, 
ktoré priamo ukazujú na dôležité oblasti – stred stĺpca sám o sebe nemá žiadny význam. 
Úprava a zarovnávanie vektorov odhaľuje väčšinu chybných detekcii a úspešne ich 
opravuje. Naladenie piatich konštánt určujúcich odstránenie, alebo pridanie stĺpcov je 
však citlivé, v prípade veľkej rozmanitosti vstupných obrazov o výsledku môžu 
rozhodovať desatiny. Úspech zarovnávania je tiež závislý od správnosti detekcie na 
hlavnom segmente, s ktorým sa zarovnávajú ďalšie segmenty, ale najmä na odhade 
šírky stĺpca, ktorý sa používa ako kritérium v každom kroku. Následná interpolácia je 
jednoduchá a bezproblémová, tak ako aj extrakcia stĺpcov z pôvodného obrazu. 
V niektorých obrazoch sa vyskytujú prázdne stĺpce s pozadím homogénnej 
intenzity, svetlejšej ako zvyšok pozadia (napr. obraz 2.6, šiesty stĺpec zprava). Spolu 
s inými prázdnymi stĺpcami sa nadetekujú ako ostatné a vo výslednom obraze sú 
zobrazené ako čierne, prípadne homogénne sivé pásy. Metóda sa nezaoberá 
vyhodnocovaním výsledkov, detekcia prázdnych stĺpcov, resp. stĺpcov s nezmyselnými 
dátami je súčasťou analýzy a porovnania stĺpcov.  
U dostatočne kvalitných, pravidelných obrazoch (X-XVIII) dosahuje senzitivita a 
pozitívna prediktívna hodnota 99,2% (v prípade manuálnej úpravy rozsahu okna 
u XVII). Spolu s obrazom XIX senzitivita  klesá na 94,8% a pozitívna prediktívna 
hodnota na 97,8%. Ako pravdivo pozitívne sa považovali správne určené body, hranice 
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určené naviac ako falošne pozitívne a chýbajúce hranice ako falošne negatívne. 
Posunutá hranica sa rátala ako falošne pozitívna a zároveň falošne negatívna. 
Zohľadňovali sa iba chyby detekcie ovplyvňujúce výsledok – mierne posunutie hranice 
v oblasti bez dát sa na výsledku neprejaví, preto sa nepovažovalo za falošne pozitívne 
alebo negatívne. 
Ako je vidno, úspech celej metódy výrazne závisí na detekcii hlavného segmentu – 
nastavenie okna filtru a odhad šírky stĺpcov sú pre ďalšie bloky kritické parametre. 
Chyba v hlavnom segmente sa prenesie do všetkých výsledkov a  znásobí. Výsledky 
môže zlepšiť pridanie užívateľského rozhrania s možnosťami nastavenia parametrov, 
najmä počtu segmentov a rozsahu v akom sa volí okno na filter. Dá sa predpokladať že 
laboratórium analyzujúce veľké množstvo vzorkov produkuje obrazy s rovnakou 
kvalitou a rozlíšením, počiatočné špecifické naladenie programu potom výrazne zlepší 
výsledky a je aplikovateľné na všetky obrazy z rovnakého zdroja. 
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ZÁVER 
Cieľom tohto projektu bolo navrhnúť vlastné riešenie spracovania digitálneho obrazu 
gélovej elektroforézy, najmä detekcie stĺpcov a prispôsobenia na rôzne druhy šumu 
a rušenia vyskytujúcich sa pri tvorbe obrazu. Hlavný dôraz bol kladený na plnú 
automatizáciu programu. 
Navrhovaný program pomocou vertikálnej projekcie pixelov a následnej detekcii 
lokálnych miním určoval hranice stĺpcov v snímkach elektroforézy. Transformáciou 
kontrastu a mediánovou filtráciou sa potlačovali rušivé elementy, čo sa výrazne 
podpísalo na kvalite výsledku. Delením obrazu na segmenty sa predíde vplyvu smile-
effectu – horizontálnemu posunu stĺpcov. Nosným krokom celého programu je 
opakovaná detekcia segmentu s najvyššou intenzitou, podľa ktorého sa určia ideálne 
parametre filtrácie pre ďalšie segmenty. Priemerná šírka stĺpca určená v tomto kroku je 
tiež veľmi dôležitým parametrom pri hľadaní zle detekovaných hraníc a zarovnávaní 
segmentov. 
S vhodným nastavením filtru dosahuje úspešnosť detekcie u kvalitných obrazov 
cez 99%. U obrazov so smile-effectom dochádza k výraznému počtu chybných detekcii, 
čo je však spôsobené celkovo veľmi slabou kvalitou týchto obrazov, ako samotným 
smile-effectom. Najväčší problém spôsobuje vysoká premenlivosť kontrastu v rámci 
jedného stĺpca, čo sa nepodarilo odstrániť filtrom bez toho aby sa stratili rozdiely medzi 
stĺpcami. Parametre určujúce počet segmentov, rozsah okna filtru a iné boli 
experimentálne optimalizované na najlepšie výsledky pre všetky obrazy. Vlastným 
nastavením pre špecifický obraz sa dá dosiahnuť lepších výsledkov za cenu čiastočnej 
straty automatizácie programu. 
Výstupom programu sú stĺpce s mediánovou hodnotou pruhov medzi 
detekovanými hranicami, čo je prehľadnejšia prezentácia pôvodného obrazu vhodná na 
prípadnú analýzu a porovnanie stĺpcov na základe ich podobnosti. 
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